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复方止血消炎软膏中五倍子鞣质的提取工艺研究
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摘要　目的：对五倍子鞣质的提取工艺进行优化，为复方止血消炎软膏的制备工艺提供一定参考依据。方法：建立没食子
酸的高效液相色谱分析方法，其色谱条件为：流动相：甲醇乙腈０２％磷酸（４∶１１∶８５）；柱温：３０℃；检测波长：２７３ｎｍ；流
速：１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：１０μＬ。然后，以没食子酸提取率为指标，在单因素考察的基础之上，固定提取次数，以水的用量，提
取时间，提取温度为因素，选用Ｌ９（３

４）正交表进行正交试验优化总鞣质的提取工艺。结果：建立的高效液相色谱分析方

法的精密度、重复性、稳定性均符合药典要求，没食子酸在２３４～３００μｇ范围内进样量与色谱峰面积呈现良好的线性关
系，其回归方程为：Ｙ＝２９９５５Ｘ＋９６３５２，ｒ＝１，其平均加样回收率为１０１８８％。正交试验优选的鞣质最佳提取工艺为
Ａ３Ｂ１Ｃ３，即在８０℃水浴中，用１２倍量的水作为溶剂，提取２次，１５ｈ／次。结论：本文所建立的高效液相色谱法色谱分析
方法准确，稳定，可用于没食子酸的含量测定；正交试验优选的五倍子提取工艺稳定可靠，适用于总鞣质的提取。
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　　肛瘘是临床上常见的肛肠科疾病，手术是目前
肛瘘的主要治疗方法，术后开放性创面是不可避免

的，其愈合过程为二期愈合，在创口愈合过程中，肉

芽组织的生成、成长速度及其质量是愈合过程的关

键之一，如何加速肛瘘术后创面的愈合，是肛肠科医

师亟待解决的问题，中医药治疗在肛瘘术后的治疗

有独特的理论基础和临床特色，其促进创面愈合的

方法很多，既有内治法，又有外治法。外治法由于操

作简便，疗效确切等优势在临床上应用广泛［１］。复

方止血消炎软膏是临床经验方，在肛瘘术后治疗中

·９４６１·世界中医药　２０１９年７月第１４卷第７期



有良好的治疗效果，五倍子是其中的君药。

五倍子为漆树科植物盐肤木 Ｒｈｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｍｉｌｌ、青麸杨 ＲｈｕｓｐｏｔａｎｉｎｉｉＭａｘｉｍ或红麸杨 Ｒｈｕｓ
ｐｕｎｊａｂｅｎｓｉｓＳｔｅｗｖａｒｓｉｎｉｃａ（Ｄｉｅｌｓ）ＲｅｈｄｅｔＷｉｌｓ叶
上的虫瘿，主要由五倍子蚜 Ｍｅｌａｐｈｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｂｅｌｌ）
Ｂａｋｅｒ寄生而形成［２］。其始载于《开宝本草》，具有

敛肺降火、敛汗、止血等作用。我们国家生产的五倍

子质量较好，主要集中在云南、贵州、陕西、四川等地

产出，占世界总量的９５％左右［３］。鞣质为五倍子的

主要有效成分，具有抗菌、抗病毒，抗氧化、清除自由

基等药理作用，在临床上主要用于治疗腹泻、溃疡及

降低蛋白尿等［４］。除此之外，五倍子鞣质还能明显

缩短出血时间，是一种有效的凝血物质，在临床上可

用于分离血浆。没食子酸是目前发现的结构最简单

的天然多酚类化合物，具有抗菌、抗炎、抗病毒、抗氧

化等多种作用，对肝纤维化、心血管系统疾病、神经

系统疾病、糖尿病和肿瘤等具有防治作用［５］。

由于五倍子鞣质性质不稳定，在提取过程中，易

发生氧化、离解或聚合等化学反应，给含量测定带来

了一定困难。在酸性条件下，水解总鞣质可得到化

学性质较稳定的没食子酸，两者在量上成正比例关

系，通过测定没食子酸含量，可反映出总鞣质的含

量。关于五倍子总鞣质的提取研究较多，主要包括

浸渍法、超声提取、微波提取、加压提取和超临界流

体萃取法等。而五倍子属院内制剂复方止血消炎软

膏中的君药，考虑到在实际生产中的可行性，本文选

择温水浸渍法提取五倍子鞣质，在此基础之上优化

五倍子的提取工艺，为后期院内制剂申报提供一定

参考依据。

１　材料
１１　仪器　１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷伦
公司，二极管阵列检测系统）；ＫＱ５２００Ｂ型超声波清
洗器（上海之信仪器有限公司）；ＫＮ５００型粉碎机
（济南易辰超微粉碎技术有限公司）；电子天平

ＢＳ１２４Ｓ（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；１０ＴＨ
实验室级超纯水器型（南京易普易达科技发展有限

公司）；ＢＣＤ２１５ＫＪＮ型冷藏冷冻冰箱（青岛海尔股
份有限公司）；１０００μＬ移液器（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；万分
之一电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；涡旋仪（ＩＫＡ仪
器设备有限公司）。

１２　试剂　没食子酸对照品（中药固体制剂制造技
术国家工程中心，生产批号：ＢＣＴＧ０１６９，纯度 ＞
９８％）；甲醇（色谱纯，美国 Ｔｅｄｉａ公司）；乙腈（色谱
纯，美国Ｔｅｄｉａ公司）；甲醇（分析纯，西陇化工股份

有限公司，生产批号：１７０１０６）；乙醇（分析纯，西陇科
学股份有限公司；批号：１８０１０２）。
１３　分析样品　五倍子（江西江中中药饮片有限公
司，生产批号：１７０２１４）。
２　方法
２１　色谱条件　色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇乙腈
０２％磷酸（４∶１１∶８５）；温度：３０℃；检测波长：
２７３ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：１０μＬ。理论板数
按没食子酸峰计算不低于６０００。
２２　对照品储备溶液的制备　取没食子酸对照品
适量，精密称定约６ｇ，置于１０ｍＬ容量瓶中，加５０％
（Ｖ／Ｖ）甲醇溶液稀释至刻度线，置于微型振荡器震
荡２ｍｉｎ，充分混匀，制成 ６００μｇ／ｍＬ的对照品储
备液。

２３　供试品溶液的制备　取五倍子药材适量，粉
碎，过三号筛，再取１ｇ，精密称定，加入１０倍量体积
的蒸馏水，５０℃水浴中加热浸渍２ｈ，提取２次，过
滤，合并滤液，并置于旋转蒸发仪上蒸干。再加入

４ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液 ２０ｍＬ，６０℃水浴中加热水解
３５ｈ，放冷，定容至２５ｍＬ，取１ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶
中，加５０％（Ｖ／Ｖ）甲醇溶液定容。用０２２μｍ微孔
滤膜过滤，取续滤液适量，即为供试品溶液。

２４　专属性试验　取空白溶剂、没食子酸对照品和
五倍子供试品按“２１”项下建立的色谱条件进样。
２５　线性关系考察　精密量取没食子酸对照品储
备溶液适量，分别用５０％（Ｖ／Ｖ）甲醇配制成含没食
子酸 ３００，１５０，７５，３７５，１８７５，９３７５，２３４μｇ／ｍＬ
的对照品溶液。按上述色谱条件对各浓度的对照品

溶液进行检测，以对照品溶液浓度（Ｘ）为横坐标，峰
面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归。
２６　精密度试验　取同一没食子酸对照品溶液，按
“２１”项下色谱条件重复进样６次，进样１０μＬ／次，
连续测定３ｄ，记录色谱峰的峰面积及相对保留时
间，计算ＲＳＤ值。
２７　供试品溶液稳定性试验　按“２３”项的方法制
备五倍子供试品溶液一份，按“２１”项下的色谱条
件，分别在０，２，４，６，８，１０，１２，２４ｈ进行测定，记录色
谱峰面积值，计算ＲＳＤ值。
２８　重复性试验　按“２３”项下方法制备６份五倍
子供试品溶液，按“２１”项下色谱条件进行测定，记
录色谱峰的峰面积及相对保留时间，计算ＲＳＤ值。
２９　回收率试验　首先，制备五倍子供试品溶液一
份，按照上述色谱条件测定３次，取平均值为实际含
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图１　空白溶剂（Ａ）、没食子酸对照品（Ｂ）、五倍子样品（Ｃ）的ＨＰＬＣ图

图２　没食子酸的线性关系图

量。精密量取已知含量的试品溶液２ｍＬ，共９份，
每３份为一组，按实际含量的０５，１，１５倍加入没
食子酸对照品溶液，分别作为高、中、低水平，以

“２１”项色谱条件分别对各样品其进行检测，计算
没食子酸的加样回收率。

３　结果
３１　专属性试验结果　结果表明空白溶剂对测定
无干扰。见图１。
３２　线性关系结果　求得回归方程：Ｙ＝２９９５５Ｘ＋
９６３５２，ｒ＝１。结果表明：在２３４～３００μｇ范围内，没
食子酸的浓度与峰面积具有良好的线性关系。见图２。
３３　精密度试验结果　３ｄ内峰面积的 ＲＳＤ值分
别为００７％，０１３％及０１８％，表明该仪器的日内
及日间精密度良好。见表１。
３４　供试品溶液稳定性试验结果　２４ｈ内供试品
色谱峰峰面积值的ＲＳＤ值为０３５％，表明没食子酸

在２４ｈ内稳定性良好。见表２。

表１　精密度考察结果

样品

编号

时间

１ｄ
峰面积

（ｍＶ·ｍｉｎ）
ＲＳＤ
（％）

２ｄ
峰面积

（ｍＶ·ｍｉｎ）
ＲＳＤ
（％）

３ｄ
峰面积

（ｍＶ·ｍｉｎ）
ＲＳＤ
（％）

１ １８９５３ １８９３９ １８９１３
２ １８９６６ １８９１２ １８９１０
３
４

１８９６１
１８９６８

００７
１８９５１
１８９８５

０１３
１８８８０
１８９２６

０１８

５ １８９９３ １８９６５ １８９５２
６ １８９７８５ １８９４８ １８９８０

３５　重复性试验结果　６份样品峰面积的 ＲＳＤ值
为１５３％，表明该方法重复性良好。见表３。
３６　回收率试验结果　高、中、低水平的回收率值
均小于１０３％，其平均回收率为１０１８８％，ＲＳＤ值为
０５６％，符合药典要求。表明该方法准确度良好。
见表４。
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表２　稳定性考察结果

时间（ｈ） ０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ ２４

峰面积（ｍＶ·ｍｉｎ） １８６８６ １８７３７ １８６６３ １８７２２ １８８１２ １８７５０ １８６２３ １８６２４

表３　重复性考察结果

样品编号 样品量（ｇ） 峰面积（ｍＶ·ｍｉｎ） ＲＳＤ值（％）

１ ０５００７ １９０２０
２ ０５００４ １８５０２
３
４

０５００９
０５００６

１８６８６
１８９１４

１５３

５ ０５００４ １９０１３
６ ０５００７ １９３３２

表４　加样回收率考察结果

样品

编号

实际含量

（μｇ）
加标量

（μｇ）
实测值

（μｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ值
（％）

１ ３７１１ １８５６ ５６１３ １０２４７
２ ３７６５ １８６８ ５６７１ １０２０３
３ ３７１９ １８５７ ５６１１ １０１８９
４ ３９２２ ３９３１ ７８８７ １００８６
５ ３９１０ ３８８９ ７８８７ １０２２６ １０１８８ ０５６
６ ３７６５ ３７４５ ７５８３ １０１９５
７ ３９５２ ５９３４ ９９５２ １０１１１
８ ３９１５ ５８６４ ９９２２ １０１８１
９ ３７３４ ５５８４ ９４５９ １０２５３

３７　正交试验优选五倍子鞣制的提取工艺
３７１　正交试验的因素及水平选择　在查阅相关
文献［６７］后，采用水作为提取溶剂，对提取次数，料液

比，提取时间，提取温度４个因素进行单因素考察。
以没食子酸含量为指标，先固定３个因素的水平，对
另外一个因素设定５个水平进行实验，考察该因素
对没食子酸提取量的影响。首先考察了提取次数，

发现当提取次数为２次时，五倍子中没食子酸已基
本提取完全，所以固定提取次数为２次。然后，选择
溶剂用量分别为４，６，８，１０，１２倍量进行实验，结果
表明：料液比小于１∶１０时，没食子酸的提取率随着
溶剂用量的增加而增大，此后，随着料液比的增加，

提取率有所降低。最终正交试验的溶剂用量的水平

分别为８，１０，１２倍量。此后，选择提取温度分别为
４０，６０，８０，１００℃进行回流提取实验，结果表明：温
度为６０℃时，没食子酸的提取率最高，此后随着温
度升高，没食子酸含量逐渐下降，最终选择提取温度

为４０，６０，８０℃３个水平进行正交试验设计。最后，
分别选取提取时间为１，１５，２，２５，３ｈ进行回流提
取实验，当提取时间由１ｈ增加到２ｈ时，提取率上
升，此后延长提取时间，提取率有所下降。最终选择

１５，２，２５ｈ作为３水平进行正交试验。

３７２　正交试验设计　在单因素考察的基础上，以
没食子酸的提取率为指标，固定提取次数为２次，以
溶剂用量、提取时间、提取温度为３因素进行正交试
验设计，优化五倍子的提取工艺。见表５、６。

表５　因素水平表

水平
因素

Ａ（料液比） Ｂ（提取时间，ｈ） Ｃ（提取温度，℃）

１ ８ １５ ４０
２ １０ ２０ ６０
３ １２ ２５ ８０

表６　正交设计试验安排及结果

试验号

因素

Ａ
（料液比）

Ｂ
（提取时间，ｈ）

Ｃ
（提取温度，℃）

试验结果

没食子酸含量

（ｍｇ／ｇ）

１ １ １ １ ５３０４
２ １ ２ ２ ７１８５
３ １ ３ ３ ６６７８
４ ２ １ ２ ３８６１
５ ２ ２ ３ ８５８６
６ ２ ３ １ ７１０８
７ ３ １ ３ １１７３３
８ ３ ２ １ １１０３１
９ ３ ３ ２ ９９９５
Ｋ１ ６３８９０ ６９６６０ ７８１４３
Ｋ２ ６５１８３ ８９３４０ ７０１３７
Ｋ３ １０９１９７ ７９２７０ ８９９９０
Ｒ ４５３０７ １９６８０ １９８５３

　　由上表看出，因素 Ａ（料液比）的极差值最大，
为４５３０７，因素Ｂ（提取时间）与因素 Ｃ（提取温度）
的极差值基本相同，分别为 １９６８０和 １９８５３。表
明，料液比对没食子酸提取率的影响最大，是主要因

素，提取温度的影响次之，提取时间对该工艺的影响

最小。从正交试验结果分析得到，在９组试验中，没
食子酸的最高含量为 １１７３３ｍｇ／ｇ，其工艺为
Ａ３Ｂ１Ｃ３，即在８０℃水浴中，用１２倍量的水作为溶
剂，提取２次，１５ｈ／次。为验证该提取工艺的可靠
性，采用相同提取工艺条件，平行制备３份样品，结
果表明，该工艺条件稳定，可靠，可用于五倍子鞣质

的提取。

４　讨论
在没食子酸 ＨＰＬＣ分析方法的建立过程中，首

先对检测波长进行考察，发现在２７３ｎｍ处，没食子
酸响应值较大，其他杂质成分基本无干扰，因此选择
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该波长为最终检测波长。在流动相的选择过程中，

采用甲醇与磷酸混合使用，其色谱峰峰形拖尾严重，

增加磷酸的体积浓度也无改善，采用乙腈与磷酸混

合使用，其峰形前沿严重，不加磷酸，则洗脱不出没

食子酸。所以选择甲醇乙腈磷酸３种试剂为最终
流动相，其峰形良好，对称因子符合要求，样品中没

食子酸色谱峰与其他色谱峰之间的分离度均大于

１５。在正交试验设计阶段，发现当提取次数为２次
时，五倍子中没食子酸已基本提取完全，所以固定提

取次数为２次，未将提取次数作为因素进行正交试
验，减少工作量。

五倍子总鞣质属于可水解鞣质，是复杂多元酚

类的混合物，相对分子质量较大、极性强、易溶于水。

但其含量测定较困难，常以没食子酸的量表征五倍

子总鞣质的含量。没食子酸又称五倍子酸，化学名

称为３，４，５三羟基苯甲酸，是五倍子鞣质的水解产
物。通过五倍子制备没食子酸的途径有２种，包括
化学法和生物法，化学法分为酸水解法和碱水解法，

生物法包括酶法和发酵法，在完全水解的情况下，五

倍子鞣质可生成７～９分子的没食子酸［８］。

目前，工业上直接以水为溶剂从五倍子中浸提

鞣质，所得产品最高纯度为７８％～８０％，仅仅适用于
工业上的使用要求，而对医药行业所需要的高纯度、

高质量的鞣质，则远远不能满足。一方面，由于五倍

子鞣质是复杂多元酚类的混合物，分子量较大、极性

强，而且植物鞣质与黄酮类、蒽醌类和木质素等在植

物体内共存并且性质相近，因此分离提纯为单体是

非常困难的；另一方面，鞣质性质较为活泼，在提纯

过程中，容易发生氧化、离解、或聚合等化学反应，从

而也给鞣质的定量测定带来很大困难。有研究表

明［９］，ｐＨ＝２的环境下，以 １００％丙酮作为提取溶
剂、温度５０℃、时间１０ｍｉｎ为五倍子鞣质的最佳提
取工艺并采用乙酸乙酯萃取的鞣质最终得率较高，

且鞣质纯度达到了８９１５％。但主要存在有机溶剂
残留的问题，在医药行业的应用还受到限制。在今

后的研究中需要进一步探索五倍子鞣质的提取方

法，以期得到一种简易可行、纯度较高、质量较好且

适宜于制药行业应用的鞣质提取方法。
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